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粘 虫 幼 虫 血 淋巴 中 的 凝集 素 * 
Kee D F ERG 


CHASED RoR 300071) 


摘要 粘 虫 Mythimna separata Walker ShhimpePeneeee sys MII 
HEISE BULL Ae. FQ CNBr-sepharose 4B HEATER HM MEL) R 
PRRI Le BEST FN PU IRL ERER. SDS PPM BEBO WT 6 个 亚 落 ， 亚 基 分 
子 量 分 别 为 71000, 65000, 56000,35000,33000 及 31000 道 尔 顿 。 

关键 词 。 烙 虫 幼虫 BHRR 


凝集 素 广 泛 存 在 于 植物 ,动物 及 微生物 体内 (Mirelman，1986; Yeaton，1981a; 孙 册 
等 ,1986), 具 有 糖 结合 专 一 性 ,能 与 细胞 膜 上 的 糖 蛋 白 或 糖 脂 的 糖 相 结 合 。 在 生命 活动 过 
程 中 ,凝集 素 具有 多 种 生理 生化 功能 ,如 细胞 识别 ,细胞 分 化 ,受精 作用 及 细胞 恶化 等 均 可 
能 有 凝集 罕 的 参与 《名册 等 ,1986; Sharon Al Lis 1988; PERE, 1989), 

昆虫 凝集 喜 的 研究 迄今 已 有 不 人 少 报 道 (Ratcliffe，1983; Yeaton, 1981a) fe ch mete 
泽 对 各 种 准 椎 动物 红细胞 的 凝集 作用 具 种 的 专 一 性 和 血型 专 一 性 (Ceri, 1984; Suzuki 
和 Natori, 1983; Yeaton, 1981b), 

从 昆虫 血 淋 巴 中 分 离 凝 集 索 的 报道 较 少 , BT OQ MR E BR WA (Komano 等 ， 
1980) WR eee (Hapner 和 Jermyn, 1981), ##CSuzuki 和 Natori, 1983), WM 
犀 金 包 (Umetsu. 等 ，1984)、 血 黑 蝗 (Stebbins 4, 1985), 甜菜 夜 妖 《Pendland 和 
Boucias, 1986), WERK (Minnick &, 1986), #F Æ (Qu 等 ， 1987; HEE, 
1987) SPIKE (Kubo 和 Natori, 1987), (EAELARAIR (Castro $Æ, 1987 WRIA 
Hy (Richards 等 ,1988) 等 十 余 种 昆虫 中 分 离 过 。 这 些 凝 集 素 的 分 子 量 、 亚 基数 及 亚 基 分 
子 量 差 异 很 大 , 它们 在 昆虫 体内 的 生理 功能 与 作用 方式 目前 尚 不 清楚 ,一 般 认 为 与 昆虫 的 
HELA CKomano 等 ,1980、1981; Ratcliffe 等 ,1983;，Suzuki 和 Natori,1983), 

本 文 报道 烙 虫 Mythimna separata Walker 幼虫 血 淋 巴 中 凝集 素 对 红细胞 的 凝集 活 
性 、 糖 专 一 性 及 分 离 纯 化 的 研究 结果 。 

RA A 

1. 烙 虫 的 饲养 及 血 淋 巴 的 采集 ” 精 虫 按 毕 富 春 (1981) 法 饲养 。 取 6 RRS R 
KME, 将 血 淋 巴 滴 人 放 有 少许 葵 基 硫 脲 的 小 管 中 ,，10 000 转 / 分 离心 3 分 钟 , 取 上 洲 液 (篇 
称 血 样 ) 一 4 保存 。 

2. 凝集 活性 测定 ” 按 Komano 等 (1980) 方 法 进行 。 试 验 用 红细胞 为 免 . 狗 、 猪 及 人 

本 文 于 1990 年 6 月 收 到 。 
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OO 型、B 型 ,用 PSs W (75mmol/L NaCl, 75mmol/L Na,Hpo,/KH,PO,, pH7.2) 把 红 
sa NF PEAR 2.5 Jo TREE E FA o 

3. HET MESS 21 种 糖 及 其 衍生 物 用 PBS 液 分 别 配 成 0.2mol/L 浓度 , 取 50 
PAT MILE YIT “V” 更 血 狂 板 小 孔 中 ,用 PBS 液 依次 作 2 倍 稀 释 后 每 筷 加 A 50 被 升 0.2 
mol/L 洲 液 , 话 置 六 小 时 ,再 加 入 50 微 升 2.5% 的 人 B 型 红细胞 , 室温 下 2 小 时 后 答 查 凝 
集 异 况 。 

d. 条 和 层 析 ”反省 化 把 活化 的 防 脂 糖 4B CCNBr-Sepharose 4B, Pharmacia 产品 
溶 胀 、 偶 王后 装 柱 《15X5 厘米 ), 用 BIS 滚 5 在 昆虫 生理 盐水 中 舍 0.01mol/L Tris-HCl; 
昆虫 生理 盐水 配方 为 130mmol/L NaCl, 5mmol/L KCl, Immol/L CaCl,) 充分 洗 洪 , 平 
fito 3 小 升 血 样 用 等 体积 的 BIS 液 稀 可 进行 亲 和 层 析 , 用 BIS 该 洗 除 杂 蛋 白 ， 自 动 部 
分 收集 ，280nm 测 吸 收 值 小 于 0.02 时 ,用 0.2mol/L FL BHA BE, MBER bE SR 280 
nm TRICE Re ee neve HE Bradford (1976) EME A TIRES, 

5. PY A PU We ER Pk (PAGE) 按 Davis (1964) 方法 略 加 修改 。 玻 管 0. xe 
Eii o TRAR 3% , SI EIRETREE 7.5%, IEE IREE 100 被 天， 电流 强度 2.51nA/ 4%, i 
2.5 小 时 ，0.05 0A SERRA R-250 Fe, 16% Z RRI Eo 

6. SDS 3 ae (Pee Tk (SDS-PAGE) TENE Laemmli (1970) WEEP 
ie, SES ey 3&6 AP OSPREY 13-65 PU PERG 0.628mol/L Tris HCL p168, 2% 
SDS, 1G Haq. Feo vig FOP U.00L Ge DBR AA. IUCR BAAN SP ALTE as BE aK 
AR ANT 2 Sy ‘al ee, REAL [AE 40 Teli aE LIAL HEE 25mA , “turk +5 小 | Me pruik Hem in (Suma 产 
fe 0 AB I es EE] (66000) SF es (45000) Ete (34700), GREE ye (24000) , 
8- FLEX Be El (18400) 2 78 PAC 14300), 

T. 影响 凝集 生性 的 因素 试验 温度 试验 是 在 一 60sc ,一 4 370 500 70°C FH 
血样 分 别 保存 不 同 的 时 间 ， 以 新 鲜血 样 作 对 腿 测 研 扩 活力 。 pH 试验 : 以 BIS WIE 
pH3—7 的 0.02mol/L 乙酸 -乙酸 钠 缓 冲 液 ,以 及 pH8—10 BY 0.02mol/L 甘 氮 酸 -NaOH 
ZR HS HH SIA pH Bambee Ae PP DQ Catt 试验 :以 PBS Wiem g 
0.0imol/L CaCl, IRB CaCl, 的 溶液 作为 血 召 绥 冲 流 测 凝集 活力 。 凝 集 用 红细胞 为 人 
B 型 红细胞 。 


oO g 


1. RTT a EER EE 到 2 4 6 SS 30 头 血 网 心 后 测定 对 
AB WTA GORE TE, SERS 1。 SRR SERA B ELARRE JI RT 
a en BRAR CR EL ERB ORO RESET Teese, EIER E 
AT SiC RR Ee AB YR O Mera, El PBS se 

sapien, 8 A BH rimja HE op FARE TAT Se BES ae HEIE, SBN EAR RI, SER IP 
He 2o 

PB Ah TPS EPRA CAERE IRER BEE A ST a EE 
MEYS JI, JÈ TERE ST ACE A BAD SY, AB WETANE NEE TEE o 

3. REM EA SEE 21 ARR YE Ae AB Ai ER El) EB FR a 
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1 24,6 ORE RRA B 型 红细胞 活力 WE 2 6 龄 幼虫 血 淋 巴 对 几 种 红细胞 的 凝集 活力 


红细胞 | ps 
种 区 














龄 其 





WEIGH 256 





凝集 效 价 


*。 人 8B 及 O 型 血红 细胞 
a: FRA 
b: 膜 蛋白 酶 处 理 


RUX 3， FOAL SESE RSE 

4. 温度 、pH 及 Cat 对 凝集 活性 的 影响 不 同 温度 处 理 的 血样 表明 ， 一 60%C 保 在 
半年 活力 不 变 ,一 4C 保 存 3 个 月 活力 减 半 , 37°C 处 理 1 小 时 、50°C 处 理 半 小 时 活力 均 不 
变 , 但 70°C 处 理 半 小 时 活性 基本 消失 。 MARAR E pH E 7Ca** 不 影响 凝集 
活性 。 


. 家 3 糖 对 血 淋 巴 凝集 活性 的 抑制 











糖化 合 物 BERT 糖化 合 物 ' Ge Her HH} 
D~22 5 iat 256 D-H REE 128 
Ly 32 药 糖 256 
乳糖 32 ， BTH 256 
D- 甘 器 糖 256 Bp e 256 
葡萄 糖 256 半 乳 糖 醋酸 水 
六 -乙酰 葡萄 糖 胺 256 半 乳 糖 胺 256 
果糖 256 > 核糖 256 
HAE. 256 N-Z fi D- 半 乳糖 胺 256 
纤维 二 糖 256 神经 氮 酸 64 
蔗糖 256 AR 256 
Be OF RY 256 
*: 溶液 颜色 改变 
0.4 b128 
0.3 64 S 
S = 
ez 0.2 | 39 由 
0. i 16 
0 4° 8 iz e n a oe 
ee 
图 1 粘 虫 幼虫 血 淋 马 亲 和 层 析 
(HRA 0,2mol/L AME -eese FREE AEA B Aar atA 


ARREA Aw。 吸 收 位 


5. 凝集 未 的 分 离 纯化 
厅 和 层 析 ; 3 踪 升 血样 用 等 体积 BIS 液 稀释 后 加 至 CNBr-sepharose4B 柱 进行 亲 
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和 层 析 , 用 0.2mol/L 乳糖 洗 陪 , 自动 部 分 收集 ， 测 得 第 25 管 280nm 吸收 峰值 为 0.23， 
凝集 效 价 为 32 (图 1)。 将 峰 区 样品 液 于 BIS 液 中 透析 24 小 时 。 

PAGE 电泳 : 取 亲 和 层 析 分 离 的 凝集 素 样品 液 进行 圆 盘 电泳 ， 结 果 如 图 2。 加 样 量 
50 微 升 时 ,电泳 出 现 一 条 明显 带 ; 加 样 量 增加 到 100 微 升 时 则 显示 三 条 稳定 的 区 带 , 继续 
加 大 进 样 量 , 仍 为 三 条 区 Z | 








”图 2 BRERA PAGE 电泳 图 3 Ah ee se RAY SDS-PAGE 电泳 
A. 加 样 量 50 微 升 B. 加 样 量 100 微 升 A. 标准 蛋白 质 B 凝集 素 的 6 个 亚 基 1. 牛 血 清白 蛋白 
C. 指示 齐 位 置 (66080) 2.58 HH 45000) 3. 冒 蛋白 酶 (34700) 4. Bie 


白 酶 诛 (24000) 5. B-~FLEREAC18400 6.2 Bea 14300) 


SDS-PAGE Wik: MENDRAD RRET EERABKU A 6 个 亚 基 CA 3), 
出 标准 蛋白 质 电 泳 曲线 求 得 6 MVE NOT BD BIA 71000,65000,56000,35000, 33000 
和 31000 道 尔 顿 (图 4). 

讨 论 

kE oe Shy ce iE BE EEE CNBr-Sepharose 4B 侦 联 岩 营 糖 亲 和 层 析 分 离 , HR 
丙 场 睐 胺 凝 胶 电 泳 显 示 3 条 和 蛋白质 区 带 ，SDS RAAM kaak 6 个 亚 基 。 在 已 
研究 过 的 十 多 种 昆虫 此 集 素 的 分 子 结构 中 ， 象 粘 虫 凝集 素 合 有 这 样 多 区 带 数 与 亚 基 数 的 
还 少 有 报道 。 经 细菌 诱导 的 梓 牌 晴 凝 集 素 是 唯一 含有 三 条 蛋白 质 区 带 的 凝集 素 ， 但 它 的 
亚 其 却 只 有 一 个 ( 李 士 云 等 ,1987; Qu 等 ,1987), 这 表明 粘 果 凝集 素 组 成 成 分 及 分 子 结构 
的 复杂 性 。 

在 烙 虫 凝集 素 的 三 条 区 带 中 ,其 蛋白 质 含 量 并 不 相同 , 当 加 样 量 为 50 微 升 时 , RRA 
酰胺 凝 胶 电 泳 仅 出 现 一 条 区 带 , 而 加 样 量 为 100 微 升 或 更 多 时 ， 则 出 现 三 条 稳定 的 区 带 ， 
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0.14 0.28. 0.42 0.56 0.70 0.84 0.96 40 4.5 5.0 55 6.0 


mR (相对 迁移 率 ) ASEH 
图 4 yA AEE to Dh AR ESE 6 个 亚 图 5 WEB ITU MEAT ae 
dba Fit 1 一 6 标准 蛋白 质 1. 溶 苗 旷 (14300〉 2。8- 乳 球 蛋白 (18400》3. 牛 血洗 白 蛋 
. 向 (66000) 4. BRSeAC 158000) 5 过 氧化 人 了 酶 (2400007 
6.。 铁 蛋白 (4500007 


表明 其 中 的 一 种 蛋白 质 浓度 比 男 外 两 种 要 高 。 

试图 用 Sephadex G-200 WEWRMNERK= A RPS WFR, 但 仅 测 出 分 
子 量 为 134,000 道 尔 顿 的 一 种 蛋白 质 ， 其 它 两 种 蛋白 质 的 分 子 量 未 能 测 出 〈 图 5)。 由 于 
粘 虫 凝集 素 组 分 多 ,含量 少 ,比较 难于 提纯 ,对 其 分 子 结构 有 待 进一步 研究 。 

粘 虫 凝集 素 专 一 性 结合 的 糖 为 乳糖 、 岩 藻 糖 和 神经 氨 酸 , 均 属 Yeaton (1981b) 在 综 
述 中 报道 的 最 普通 的 专 一 性 结合 糖 类 。 在 已 分 离 的 十 余 种 昆虫 凝集 素 中 ， 除 家 径 外 都 可 
与 乳糖 或 半 乳 糖 结合 ， 这 反映 了 凝集 索 与 膜 表面 受 体 专 性 结合 的 位 点 在 昆虫 中 具有 某 些 
共性 。 

某 些 昆虫 的 血 淋 巴 中 可 能 含有 凝集 索 的 稳定 因子 ,如 澳洲 黑 蜂 蛇 (Hapner 等 ,1981)、 
fo SAB (Stebbins 42,1985) ith (Richards 等 ;1988) 等 。 粘 虫 幼 正 血 淋 巴 一 4sC 保 
存 半年 仍 有 很 高 的 凝集 活力 ,有 的 血 淋 巴 甚至 氧化 变 黑 还 保持 128 的 凝集 效 价 ;但 亲 和 层 
析 分 离 的 凝集 素 活 力 下 降 很 快 ,一 4%C 下 15 天 活性 基本 立 失 。 这 表明 在 烙 虫 幼虫 血 淋 巴 中 
也 可 能 存在 着 凝集 素 的 稳定 因子 。 由 血 淋 巴 氧化 变 黑 后 仍 有 凝集 活性 这 一 现象 ， 可 推测 
血 凝 活性 不 受 血 淋巴 中 酚 氧 化 酶 系 的 影响 ,这 对 昆虫 保持 自身 防卫 能 力 是 有 总 5 文 的 。 
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THE LECTIN IN THE HEMOLYMPH OF MYTHIMNA 
SEPARATA LARVAE 


Zuu CHENG-zHI Sun Yong CHENG ZHEN-HENG 


(Department of Biology, Nankai University, Tianjin 300071) 


Hemolymph of Myikimna separata larvae was found to be able ta agglutinate erythrocytes 
of some vertebrates. Hemaglutinating activity was specifically inhibited by fucose, lactose and 
neuraminic acid. A lectin was purified from hemolymph of the larvae by affinity chroma- 
tography on CNBr-Sepharose 4B column. The purified lectin showed three protein bands on 
polyacrylamide gel electrophoresis and six subunits on SDS-polyacrylamide gel electrophoresis. 
The molecular weights of these subunits were 71,000, 65,000, 56,000, 35,000, 33,000 and 
31,000 daltons, respectively. 


Key words Mythimna separata larvae 
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